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研究成果の概要（和文）：本研究は、新規昆虫発育制御剤の発見を目指して、昆虫エクジステロイド生合成酵素
Noppera-boに対する阻害化合物の探索と作用機序の研究を実施した。Noppera-boの活性阻害剤を迅速にアッセイ
できる独自のハイスループットスクリーニング系を用いて、約１万種類の化合物ライブラリーから、β-エスト
ラジオールを含む複数の阻害化合物を同定した。X線結晶構造解析と生化学的解析から、β-エストラジオールの
阻害効果の発揮には、Noppera-boとの水素結合を介した相互作用が重要であることも示した。一連の成果は、将
来的なエクジステロイド生合成阻害剤のデザインに重要な知見を与える。
研究成果の概要（英文）：This study aims to identify novel insect growth regulators that inhibit the 
enzymatic activity of Noppera-bo, a glutathione S-transferase essential for ecdysteroid 
biosynthesis. We utilized our own high-throughput chemical screen system and identified several 
candidate compounds, including β-estradiol. X-ray crystallographic and biochemical analyses 
revealed that the inhibitory effect of β-estradiol requires a specific hydrogen bond interaction 
between β-estradiol and Noppera-bo. Our results provide a novel insight into a design principle for
 developing practical insect growth regulators impairing ecdysteroid biosynthesis in the future.
研究分野：昆虫生理学
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１．研究開始当初の背景 
 これまでの先人たちの努力によって、環境
にもヒトにも優しい農薬が数多く開発され、
世界の食料増産に大きく貢献してきた。しか
し、大量にかつ単一的に利用される農薬に対
して害虫はしばしば強力な抵抗性を獲得す
る。よって、優れた新規農薬を継続的に開発
して適切に利用することは、害虫管理の観点
から社会的に重要な課題である。 
 害虫に対する高い殺傷能・成長阻害能を示
しつつも、昆虫以外の生物に対して副作用が
ない薬剤の開発方法として、昆虫特有の生命
現象を撹乱する「昆虫発育制御剤（ＩＧＲ）」
の探索がある。そして、昆虫の脱皮および変
態の誘導を司る昆虫ステロイドホルモン「エ
クジステロイド」の生合成過程を撹乱する薬
剤を開発できれば、優れたＩＧＲとなる可能
性が古くから指摘されている[1]。エクジステ
ロイド生合成過程に関わる酵素の実体は、申
請者を含む複数のグループによって、過去 12
年間で飛躍的に解明が進んだ[2]。これまでに
同定されたエクジステロイド生合成酵素の
ほとんどは、シトクロム P450 モノオキシゲ
ナーゼに属する。これを受けて、「エクジス
テロイド生合成 P450 をターゲットにした阻
害剤発掘による新しいＩＧＲ探索」というア
イディアが生まれ、ミネソタ大学のMichael 
B. O’Connor博士らによる米国特許の取得、
また東京大学の片岡宏誌博士らによる農研
機構の昆虫発育制御剤探索研究の実施[3]へ
と繋がった。 
 しかし、エクジステロイド生合成 P450 タ
ンパク質の精製と可溶化は困難であり、従来
のスクリーニングはコストのかかる培養細
胞発現系に依存している。また、エクジステ
ロイド生合成 P450 の活性はクロマトグラフ
ィーと質量分析によって検出する必要があ
り、千〜万単位の化合物を対象とした迅速な
スクリーニングは実現されていない。これら
の事実から、エクジステロイド生合成を撹乱
するＩＧＲ探索には、P450 を標的とする発
想からの転換が必要であった。 
 
図１：本研究で同定を目指す酵素活性阻害剤
の模式図 
 
２．研究の目的 
 本研究は、P450 とは異なる新規エクジス
テロイド生合成関連酵素 Noppera-bo [4][5]
に注目し、Noppera-bo 酵素活性を阻害する
薬剤を探索し、エクジステロイド生合成を阻
害する新しいＩＧＲのシーズを発掘し、その
阻害効果の機序を解明することを目的とし
た（図１）（主な発表論文・雑誌論文 2）。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 阻害化合物のスクリーニング 
 Noppera-bo はグルタチオン S-転移酵素
（GST）ファミリーに属する。申請者らはす
でに、大腸菌から調製・精製した Noppera-bo
組換えタンパク質と GST 活性検出蛍光プロ
ーブ 3,4-DNADCF を用いたハイスループッ
トスクリーニング系の構築に成功していた
[6]。この系を用いることで、従来のエクジス
テロイド生合成 P450 に着目した際の問題点
を完全に解決し、数万種類の化合物ライブラ
リーを数日のうちにアッセイできる。本研究
では、東京大学創薬機構の保有する 9,600化
合物コアライブラリーをスクリーニングの
対象として、Noboの GST活性を阻害する化
合物を探索した。Noppera-bo タンパク質と
しては、キイロショウジョウバエ由来、ハマ
ダラカ由来、そしてコナガ由来のものをそれ
ぞれ利用した。 
 
(2) キイロショウジョウバエ Noppera-bo タ
ンパク質の結晶化とソーキング実験、および
X線結晶構造解析 
 高エネルギー加速器研究機構・物質構造科
学研究所のご助力を得て、キイロショウジョ
ウバエ Noppera-boタンパク質の結晶化条件
を定めた。 
 Noppera-bo 阻害化合物の作用機序を理解
するために、得られたショウジョウバエ
Noppera-bo 結晶を阻害化合物溶液に漬け込
み、阻害化合物を Noppera-bo結晶中に入り
こませた（ソーキング法）。そして、このソ
ーキングした結晶に対してX線ビームを照射
し、回折像から Noppera-boと阻害化合物の
複合体の結晶構造解析を行った。一連の実験
と解析では、高エネルギー加速器研究機構・
物質構造科学研究所のご助力を得た。 
 
(3) 同定された化合物がショウジョウバエ発
育に及ぼす影響の検討 
 Noppera-bo 阻害化合物を餌中に様々な濃
度で添加し、この餌中で飼育したショウジョ
ウバエ幼虫やネッタイシマカ幼虫、コナガ幼
虫に脱皮や変態の異常が認められるかを検
討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 阻害化合物の同定 
キイロショウジョウバエ、ハマダラカ、そ
してコナガにコードされた Noppera-boの大
腸菌組換えタンパク質の酵素活性を阻害す
る低分子化合物を探索し、この３種の
Noppera-bo すべてに対して有意な阻害活性
を示す化合物を計 12種類同定した。 
 得られた化合物の１つは、哺乳類の女性ホ
ルモンである β-エストラジオール（EST）で
あった。 
 
(2) Noppera-bo阻害化合物の阻害様式の追究 
 Noppera-bo と阻害化合物との相互作用様
式を X線結晶構造解析によって追究した。そ
の結果、複合体結晶が得られた 8種類の化合
物のすべてが、Noppera-bo タンパク質の予
想基質結合ポケットに存在することが明ら
かになった。この結果から、今回同定された
化合物の多くが、本来の内在性基質の入り込
むポケットへと存在することで阻害するこ
とが示唆された。 
 本研究では、阻害化合物の代表例として
EST に特に着目し、EST と相互作用する 
Noppera-bo アミノ酸残基を特定した。EST
周辺に存在する Noppera-boのアミノ酸残基
のうち、あるアスパラギン酸と EST が水素
結合を形成していることが明らかとなった。
このアスパラギン酸をアラニンに置換した
変異型 Noppera-boタンパク質を大腸菌にて
調製して、酵素学的な実験を行った。その結
果、このアスパラギン酸残基は EST と水素
結合を形成し安定性に寄与すること、アラニ
ン変異型Noboタンパク質に対してESTの阻
害効果は著しく下がること、そして表面プラ
ズモン共鳴法を用いた相互作用解析によれ
ば変異分子の EST に対する解離定数が大幅
に上昇することを示した。これらの結果は、
Noppera-bo のこのアスパラギン酸残基と形
成する化合物の水素結合が、Nobo の酵素活
性を阻害するのに重要であることを示唆す
る。一連の結果をまとめた論文を現在投稿準
備中である。 
 
(3) 昆虫への阻害効果の検討 
 同定した Noppera-bo阻害化合物を餌中に
混和し、ショウジョウバエやネッタイシカマ、
そしてコナガの幼虫を飼育した際の、これら
の昆虫の発育阻害を検討した。このうち、１
つの化合物がネッタイシマカの幼虫発育を
阻害することが示唆された。しかしながら、
当初データベースにて開示されている構造
の化合物そのものの純度を高めた溶液では、
発育阻害効果が認められなくなった。逆に、
観察されていた発育阻害効果は、当初用いて
いた溶液に含まれていた別の夾雑物による
ものであることが判明した。 
 この夾雑物の化学構造を同定するための
実験を行ったが、残念ながら完了には至ら 
なかった。 
 なお、EST を混和した餌を用いた場合、
0.5%〜1%の濃度でショウジョウバエ蛹化の
遅れを予備的に観察したが、今後さらなる追
認が必要である。 
 
(4) 考察 
 本研究によって、Noppera-bo を阻害する
化合物が実際に同定され、しかもその阻害様
式に重要な Noppera-boのアミノ酸残基を特
定することに成功した。一連の成果は、今後
のエクジステロイド生合成阻害剤のデザイ
ンに重要な知見を与えるものである。一方で、
本研究そのものからは、実際に昆虫発育を低
濃度で阻害する化合物の特定には至らなか
った。今後、今回同定された化合物を参考に
した類縁化合物の探索によって、より活性の
高い化合物の探索が必要である。 
 また残された課題として、Noppera-bo が
実際の生体内で何を基質としているのかの
解明がある。今回得られた化合物の構造情報
は、内在性基質探索にもヒントを与えるもの
と期待される。 
 
(5)補遺 
 GST は基質にグルタチオンと呼ばれるト
リペプチドを抱合させる酵素である。本研究
の過程で、エクジステロイド生合成の過程に
グルタチオンが必要とされるのかが重要な
疑問として浮上した。そこで、グルタチオン
の生合成に関わる酵素GCLcのノックアウト
ショウジョウバエの作出を実施し、表現型解
析を行った。その結果、GCLc 欠損ショウジ
ョウバエは幼虫致死を示すこと、さらに期待
どおり、致死性の一旦はエクジソン生合成不
全であることを明らかにした。本成果は原著
論文として公表した（主な発表論文・雑誌論
文 1）。 
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